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(57) Abstract 

Captopril (l-[(25)-3-mercapto-2-methylpropionyl}-LTproline) of formula fl) is prepared from 2-methyl-l ,3-propandiol by microbial 
oxidation to obtain (R>-3-hydroxy-2-methyl propionic acid, by chlorination to obtain (R)-3-chloro-2-methyl propionyl chloride and by 
subsequent reaction with L-proline to obtain the corresponding N-<3-chloro-2-methylpropionyl-L-proline) and by conversion of the 
chloromethyl group into the mercaptomethyl group. Captopril is a antihypertensive pharmaceutical active substance. 

(57) Zusammenfassung 

Captopril (l-[(25)-3-Mercapto-2^ethylpropionyl]-L-prolin) der Formel (I) wird aus 2-Methyl-l,3-propandiol durch mikrobielle 
Oxidation zur (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure, Chlorierung zu (R)-3-Chlor-2-methylpropionylchlorid, und anschiiessender Umset- 
zung mit L-Proiin zum entsprechenden N-(3-Chlor-2r-methylpropionyl-L-Prolin) und Uberfuhrung der Chlormethylgruppe in die Mercap- 
tomethylgruppe hergestellt Captopril ist ein blutdrucksenkender pharmazeutischer Wirkstoff. 
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WO 00/22153 PCIYEP99/07852 
Verfahren zur Herstellung von 3-Hydroxycarbonsauren und von Captopril 
Beschreibung 

5 Die Erfindung betriffl ein Verfahren zur Herstellung von Captopril der Formel 




10 Captopril ( 1 -[(25)-3-Mercapto-2-methylpropionyl]-L-prolin), ist ein wichtiger pharma- 
zeutischer Wirkstoffzur Blutdrucksenkung. 

Da Captopril zwei Asymmetriezentren und als Strukturelement die naturliche Aminosaure L- 
Prolin enthalt, sind im wesentlichen zwei Synthesestrategien moglich. Bei der Verknupfung von 

15 L-Prolin mit einem racemischen 2-Methylpropionsaurederivat entsteht ein Diastereo- 
merengemisch, das auf herkommliche Weise getrennt werden kann. Ein offensichtlicher 
Nachteil dieser Methode liegt darin, dass etwa die Halfte des Produkts, namlich das 
unerwunschte Diastereomere, als Abfall entsorgt werden muss. Es wurden daher Verfahren 
entwickelt, denen die andere Strategic, namlich die Verknupfung von L-Prolin mit einem 

20 Derivat der (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure, zugrundeliegt und die somit nur das 
„richtige" Diastereomere liefern (Shimazaki et al, Chem. Pharm. Bull. 30 (9), 1982, 3139- 
3164). Als Ausgangsmaterial fur die Herstellung von (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure 
dienten beispielsweise Isobuttersaure oder Methacrylsaure (DE-A-30 41 224), Bekannt ist 
auch ein biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von (R)-3-Hydroxy-2-methyI- 

25 propionsaure, durch Umsetzung des entsprechenden Diols mit Gluconobacter roseus IAM 
1841 (Ohta et a!., J.Org.Chem. (1982), 47, 2400-2404). Dieses Verfahren hat den Nachteil, 
dass die Ausbeute an (R)-3-Hydroxy-2-methyIpropionsaure nur bei maximal 47 % bezogen auf 
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das eingesetzte Diol liegt, was das Verfahren fiir einen grosstechnischen Einsatz uninteressant 
macht. 

Weiter weist das Verfahren den Nachteil auf, dass die (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure 
5 nur mit einer Enantiomerenreinheit von maximal 83 % ee erhalten wird. 

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung war daher, ein alternatives Verfahren zur Herstellung 
von Captopril bereitzustelien, welches von einer gut zuganglichen Verbindung ausgeht und das 
Zwischenprodukt (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure in guter chemischer und optischer 
10 Ausbeute Iiefert. 

Diese Aufgabe wurde durch das Verfahren nach Anspruch 1 gelost. 

In einer ersten Stufe des erfindungsgemassen Verfahrens wird somit 2-MethyI-l,3-propandiol 
15 derFormel 



mit Mikroorganismen der Gattungen Acetobacter oder Gluconobacter oder mittels zellfreien 
20 Enzymen aus diesen Mikroorganismen zu (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure der Formel 



Die erfindungsgemaB eingesetzten Mikroorgansimen der Gattungen Acetobacter und 
Gluconobacter sind also befahigt, 2-Methyl-l,3-propandiol zu (R)-3-Hydroxy-2- 
methylpropionsaure zu oxidieren. 




II 




III 



oxidiert. 
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Bevorzugte fur das Verfahren eingesetzte Mikroorganismen der Gattung Acetobacter sind 
solche der Spezies Acetobacter pasteurianus, insbesondere des Stammes Acetobacter 
pasteurianus mit der Bezeichnung DSM 8937. Ebenso bevorzugt sind Mikroorganismen der 
Spezies Acetobacter sp., insbesondere des Stammes Acetobacter sp. mit der Bezeichnung 

5 DSM 12417. Bevorzugte fur das Verfahren eingesetzte Mikroorganismen der Gattung 

Gluconobacter sind solche der Spezies Gluconobacter oxydans/suboxydans, insbesondere des 
Stammes Gluconobacter oxydans/suboxydans mit der Bezeichnung DSM 12416. Der Stamm 
Acetobacter pasteurianus DSM 8937 wurde bereits in der CH-A-686 003 beschrieben. 
Acetobacter sp. DSM 12417 und Gluconobacter oxydans/suboxydans DSM 12416 wurden als 

10 Acetobacter spp. CA bzw. Gluconobacter oxydans NC1MB 621 ebenfalls bereits in der 

Literatur beschrieben (Molinari et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 43:989-994). Besonders 
bevorzugt wird das Verfahren mit Mikroorganismen der Acetobacter-Stamme DSM 12417 und 
DSM 8937 durchgeflihrt. Ebenfalls geeignet sind die funktionell aquivaienten Varianten und 
Mutanten der genannten Mikroorganismen. 

15 

Die Mikroorganismen mit der Bezeichnung DSM 12417 und DSM 12416 wurden am 
11.09.98, die Mikroorganismen mit der Bezeichnung DSM 8937 am 31.01.1994 bei der 
Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Mascherodeweg 
lb, D-38124 Braunschweig, gemass Budapester Vertrag hinterlegt. 

20 

Unter "funktionell aquivalente Varianten und Mutanten" werden Mikroorganismen verstanden, 
die im wesentlichen dieselben Eigenschaften und Funktionen wie die Ursprungsmikro- 
organismen besitzen. Derartige Varianten und Mutanten konnen zufallig z. B. durch UV- 
Bestrahlung gebildet werden. 

25 

Die Enzyme fur das zellfreie System konnen durch fachmannisch ubliches Aufschliessen der 
Mikroorganismen gewonnen werden. Hierzu kann beispielsweise die Ultraschall-, French- 
Press- oder Lysozym-Methode verwendet werden. Diese zellfreien Enzyme konnen auch auf 
einem geeigneten Tragermaterial immobilisiert werden. Vorzugsweise werden zellfreie Enzyme 
30 der obengenannten Mikroorganismen der Gattung Acetobacter, insbesondere der Spezies 
Acetobacter mit der Bezeichnung DSM 12417 und mit der Bezeichnung DSM 8937, 
eingesetzt. 
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Als geeignete Kohlenstoffquelle konnen die Mikroorganismen beispielsweise Zucker, 
Carbonsauren oder Zuckeralkohole verwenden. Als Zucker konnen Hexosen wie bei- 
spielsweise Glucose oder Fructose oder Pentosen, wie beispielsweise Ribose oder Xylose, 
angewendet werden. Bevorzugt wird Glucose eingesetzt. Als Carbonsauren konnen Mono-, 
Di- oder Tricarbonsauren bzw. deren Salze verwendet werden wie beispielsweise DL-Lactat, 
Acetat, Succinat oder Citronensaure. Bevorzugt wird Citrat eingesetzt. 
Als Zuckeralkohole konnen dreiwertige oder sechswertige Alkohole Verwendung finden, wie 
beispielsweise Glycerin oder D-Mannitol. Bevorzugt wird Glycerin eingesetzt. 

Als Anzuchtmedium konnen die fachmannisch ublichen dienen, wie beispielsweise das 
Vollmedium gemass Handbook of Microbiological Media, 1993, CRC Press, R. M. Atlas and 
L. C. Parks, S. 48 und 541 oder die in Tabelle 1 beschriebenen Medien. Vorzugsweise werden 
die Medien gemass Tabelle 1 angewendet. 

Wahrend der Anzucht werden zweckmasssig die wirksamen Enzyme der Mikroorganismen 
induziert. Als Enzym-lnduktor konnen Di- oder Triole wie beispielsweise Glycerin, Mannitol 
oder 2-Methyl-l,3-propandiol eingesetzt werden. Vorzugsweise wird Glycerin eingesetzt. 

Zweckmassig erfolgt die Anzucht bei einer Temperatur von 15 bis 50 °C, vorzugsweise von 25 
bis 40 °C, besonders bevorzugt von 27 bis 30°C, und bei einem pH-Wert von pH 4 und 10, 
vorzugsweise zwischen 4,5 und 7. 

Die Umsetzung kann nach ublicher Anzucht mit ruhenden Zellen (nicht wachsenden Zellen, die 
keine KohlenstofF- und Energiequelle mehr benotigen) oder mit wachsenden Zellen von 
Acetobacter und Gluconobacter durchgefuhrt werden. Alternativ kann die Umsetzung ohne 
ubliche Anzucht direkt durch Zugabe der Mikroorganismen zu 2-Methyl-l,3-propandiol der 
Formel II durchgefuhrt werden. Bevorzugt wird die Umsetzung nach ublicher Anzucht und mit 
wachsenden Zellen durchgefuhrt. Zweckmassig werden die wirksamen Enzyme mit den zuvor 
beschriebenen Enzyminduktoren induziert. 
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Zweckmassig wird die Umsetzung von 2-Methyl-l,3-propandio! der Formel II unter aeroben 
Bedingungen durchgefuhrt. 

Als Medium for das Verfahren konnen die fachmannisch tiblichen dienen, wie beispielsweise 
das zuvor beschriebene Vollmedium oder Puffer, wie beispielsweise niedermolare 
Phosphatpuffer, HEPES-Puffer, Citratpuffer, Succinat-Puffer oder die in Tabelle 1 
beschriebenen Medien. Vorzugsweise wird das Verfahren in den Medien gemass Tabelle 1 
durchgefohrt. 

Das Verfahren kann in einem Ein- oder Zweiphasensystem durchgefohrt werden. Bevorzugt 
wird es in einem Einphasensystem durchgefohrt. Als Zweiphasensystem kann ein flussig / 
flussig Phasensystem eingesetzt werden, das aus einer wassrigen Phase und einer mit der 
wassrigen Phase nicht oder nur wenig mischbaren organischen Phase besteht. Das flussig / 
flussig Phasensystem sollte hierbei so gewahlt werden, dass (R)-3-Hydroxy-2- 
methylpropionsaure der Formel III maximal und 2-Methyl-l,3-propandiol der Formel II 
minimal in der organischen Phase akkumulieren. Maximale Akkumulation der (R)-3-Hydroxy- 
2-methylpropionsaure der Formel III und minimale Akkumulation des 2-Methyl-l,3- 
propandiols der Formel II kann bei einem hohen Verteilungskoeffizienten (K P ) der (R)-3- 
Hydroxy-2-methylpropionsaure der Formel HI und einem niedrigen Verteilungskoeffizienten 
(K P ) des 2-Methyl-I,3-propandiols der Formel II zwischen der organischen und der wassrigen 
Phase erreicht werden. 

Als wassrige Phase wird zweckmassig das obengenannte Medium eingesetzt. Als organische 
Phase wird zweckmassig ein organisches Losungsmittel insbesondere ein organisches 
Losungsmittel zusammen mit einem extraktiven Agens eingesetzt. Als organische 
Losungsmittel konnen beispielsweise CWAlkane, gesattigte oder ungesattigte CWAlkanole, 
gesattigte oder ungesattigte C 2 -i2-Alkanone oder C 2 .,2-Alkansaureester eingesetzt werden. Als 
CWAlkane kdnnen beispielsweise Isooctan, Dodecan oder Hexan eingesetzt werden. 
Bevorzugt wird Isooctan oder Dodecan eingesetzt. Als gesattigte oder ungesattigte C 8 . 2 2- 
Alkanole konnen beispielsweise Octanol oder Oleylalkohoi eingesetzt werden. Bevorzugt wird 
Oleylalkohol eingesetzt. Als gesattigte oder ungesattigte C 2 . 12 -Alkanone konnen beispielsweise 
2-Pentanon oder Methylisobutylketon eingesetzt werden. Bevorzugt wird 2-Pentanon 
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eingesetzt. Als C 2 :.rAlkansaureester konnen beispielsweise Ethylacetat oder Butylacetat 
eingesetzt werden. 

Als extraktives Agens konnen beispielsweise Alkylphosphinoxide, Alkylphosphate, aliphatische 
Amine oder quarternare Ammoniumsalze eingesetzt werden. Als Alkylphosphinoxid kann 
beispielsweise Trioctylphosphinoxid (TOPO) eingesetzt werden. Als aliphatisches Amin kann 
beispielsweise Trioctylamin (TOA) eingesetzt werden. Als quarternares Ammoniumsalz kann 
beispielsweise Aliquat 336 (Hersteller: Henkel AG) eingesetzt werden. Bevorzugt werden als 
extraktives Agens Alkylphosphinoxide oder quarternare Ammoniumsalze eingesetzt. 
Besonders bevorzugt sind Trioctylphosphinoxid oder Aliquat 336. 

Die Umsetzung kann unter einmaliger, mehrmaliger oder kontinuierlicher Zugabe von 2- 
Methyl-l,3-propandiol der Formel II durchgefiihrt werden. Die Zugabe von 2-Methyl-l,3- 
propandiol der Formel II wird solchermassen durchgefuhrt, dass die Konzentration 20 Gew.%, 
bevorzugt 5 Gew.%, besonders bevorzugt 1 Gew.%, nicht ubersteigt. 

Der pH Wert des Mediums liegt zweckmassig in einem Bereich von 4 bis 10, vorzugsweise von 
4,5 bis 7. 

Zweckmassig wird die Umsetzung bei einer Temperatur von 1 5 bis 50 "C, vorzugsweise von 
25 bis 40 °C, besonders bevorzugt von 27 bis 30°C, durchgefiihrt. 

Nach einer ublichen Umsetzungszeit von 20 bis 70 Stunden kann (R)-3-Hydroxy-2- 
methylpropionsaure der Formel III in sehr hoher bis quantitativer Ausbeute erhalten werden. 
Hierbei werden Umsetzungsraten von 0,1 - 1 g/1 ODh bevorzugt von 0,1 - 0,5 g/1 Odh 
erreicht. 

Wird das Verfahren in einem Einphasensystem im oben genannten Medium durchgefuhrt, kann 
(R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure der Formel III durch ubliche Aufarbeitungsmethoden 
wie z. B. durch Abtrennung der Biomasse, Ansauern, Destination, Chromatographic Elektro- 
dialyse oder Extraktion, insbesondere durch kontinuierliche Extraktion isoUert werden. 
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Wird das Verfahren in einem Zweiphasensystem durchgefuhrt, kann (R)-3-Hydroxy-2- 
methylpropionsaure der Formel III direkt aus der organischen Phase isoliert werden. 

In einer zweiten Stufe wird die (R).3-Hydroxy-2-methylpropionsaure der Formel 111 mit einem 
5 Chlorierungsmittel zu dem entsprechenden Saurechlorid der Formel 

COCI 

cr >r iv 

i 
i 
■ 

umgesetzt. 



10 



15 



20 



Als Chlorierungsmittel konnen beispielsweise Thionylchlorid, Sulfurylchlorid, 
Phosphortrichlorid oder Phosphoroxychlorid eingesetzt werden. Bevorzugt wird 
Thionylchlorid eingesetzt. 

Zweckmassig wird die Reaktion in Gegenwart einer organischen Base als Katalysator 
durchgefuhrt. Als organische Base kann beispielsweise Dimethylformamid, Triethylamin, 
Pyridin, N.N-Dimethylanilin oder Imidazol eingesetzt werden. Bevorzugt wird N,N- 
Dimethylformamid eingesetzt. Die Reaktion kann in einem organischen Losungsmittel wie 
beispielsweise Methylenchlorid durchgefuhrt werden. 

Die Umsetzung in der zweiten Stufe erfolgt zweckmassig bei einer Temperatur von 50 bis 
100 °C, vorteilhaft von 60 bis 90 °C. 

In einer dritten Stufe wird das Saurechlorid der Formel IV mit L-Prolin zur Verbindung der 
Formel 

C^^COOH V 

o^N^ci 




25 
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umgesetzt . 

Zweckmassig wird die Umsetzung in Gegenwart einer Base durchgefuhrt. Alt Baser, eignen 
5 sich beispielsweise Natriumhydroxid, Kaliumhydroxid, Natriumcarbonat oder organische 

Basen. Bevorzugt wird Natriumhydroxid eingesetzt. Zweckmassig wird die Reaktion in einem 
Ldsungsmittel wie beispielsweise Wasser durchgefuhrt. 

Die Umsetzung in der dritten Stufe erfolgt zweckmassig bei einer Temperatur von 5 bis 80 °C, 
10 vorteilhaft von 1 0 bis 40 °C. 

In der vierten Stufe wird die Verbindung der allgemeinen Formel V mit einem Sulfid zu 
Captopril der Formel 1 umgesetzt. 



15 



25 



30 



Als Sulfid kdnnen beispielsweise Natrium- oder Ammoniumhydrogensulfid oder 
Natriumtrithiocarbonat eingesetzt werden. Bevorzugt wird Natriumhydrogensulfid eingesetzt. 



Zweckmassig wird ein Losungsmittel eingesetzt. Als Ldsungsmittel konnen polare 
Losungsmittel wie Dimethylformamid oder Dimethylsulfoxid oder auch Wasser eingesetzt 
20 werden. Bevorzugt wird Wasser eingesetzt. 

Zweckmassig wird nach der Umsetzung mit Sulfid ein Reduktionsmittel hinzugegeben, um das 
als Nebenprodukt entstehende Disulfid des Captoprils zu reduzieren. Als Reduktionsmittel 
kann beispielsweise Zinkpulver eingesetzt werden. 



Die Umsetzung in der vierten Stufe erfolgt zweckmassig bei einer Temperatur von 10 bis 
90 °C, vorteilhaft von 50 bis 80 °C. 

Nach einer ublichen Umsetzungszeit ab der zweiten bis zur vierten Stufe von insgesamt 10-20 
Stunden erhalt man Captopril der Formel 1, welches nach ublichen Methoden aufgearbeitet 
werden kann. 
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Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, ein Verfahren zur Herstellung von 
3-Hydroxycarbonsauren, beispielsweise (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure, die wertvolle 
Ausgangsmaterialien zur Herstellung weiterer Verbindungen wie pharmazeutischen 
5 Wirkstoffen sind, bereitzustellen, welches die 3-Hydroxycarbonsauren in guten chemischen 
und, im Falle optischer Isomere, auch in guten optischen Ausbeuten liefert. 

Diese Aufgabe wurde durch das Verfahren nach Anspruch 9 gelost. 

10 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist also ein neues Verfahren zur Herstellung von 
3-Hydroxycarbonsauren der allgemeinen Formel 



^ COOH VI 



HO 

R 1 

worin R 1 und R 2 unabhangig voneinander Wasserstoff, Amino, C, . 6 -Alkyl, Aryl, Arylalkyl oder 
15 Cycloalkyl bedeuten. 

Die Herstellung der 3-Hydroxycarbonsauren der allgemeinen Formel VI erfolgt derart, dass 
man Diole der allgemeinen Formel 



VII 



20 

worin R' und R 2 die oben genannte Bedeutung haben, mit Mikroorganismen der Gattungen 
Acetobacter oder Gluconobacter oder mittels zellfreien Enzymen aus diesen Mikroorganismen 
umsetzt. 

Unter Cw-Alkyl wird zweckmassig eine gegebenenfalls substituierte geradkettige oder ver- 
zweigte Cw-Alkylgmppe verstanden. Namentlich erwahnt seien Methyl, Ethyl, Propyl, 
Isopropyl, Butyl, Isobutyl, tert-Butyl, Pentyl und seine Isomeren sowie Hexyi und seine 




25 
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Isomeren. Unter Aryl wird zweckmassig gegebenenfalls substituiertes Phenyl verstanden. Unter 
Arlalkyl wird zweckmassig gegebenenfalls substituierter Phenylalkyl verstanden. Unter 
Phenylalkyl wird zweckmassig Phenyl C M -Alkyl, bevorzugt Benzyl verstanden. Unter 
Cycloalkyl wird zweckmassig gegebenenfalls substituiertes C«-Cyc!oalkyI, bevorzugt 
Cyclohexyl, verstanden. Zweckmassige Substituenten der Alkylgruppen, der Aromaten der 
Arylfunktion, oder der Cycloalkylgruppen sind z. B. Halogen, Amino, Alkylamino, 
Dialkylamino, Alkoxy oder Hydroxy. Unter Halogen ist hier und im folgenden Fluor, Chlor, 
Brom oder Jod zu verstehen. Bevorzugt hat R 1 die Bedeutung von Wasserstoff. R 2 hat 
bevorzugt die Bedeutung von C w -Alkyl, besonders bevorzugt die Bedeutung von Methyl. 

Bevorzugt werden optisch aktive 3-Hydroxycarbonsauren der allgemeinen Formel VI 
hergestellt , worin R 1 * R 2 ist. Besonders bevorzugt wird das optisch aktive (R)-Enantiomer 
der 3-Hydroxycarbonsauren der allgemeinen Formel VI hergestellt. 

Die Ausgangsverbindungen der allgemeinen Formel VII sind gangige organische 
Synthesechemikalien. 

Als Mikroorganismen fur das erfindungsgemaBe Verfahren konnen insbesondere die 
Mikroorgansimen der Gattungen Acetobacter und Gluconobacter eingesetzt werden, die 
befahigt sind, 2-Methyl-l,3-propandiol zu (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure zu oxidieren. 

Bevorzugte fur das Verfahren eingesetzte Mikroorganismen der Gattung Acetobacter sind 
solche der Spezies Acetobacter pasteurianus, insbesondere des Stammes Acetobacter 
pasteurianus mit der Bezeichnung DSM 8937. Ebenso bevorzugt sind Mikroorganismen der 
Spezies Acetobacter sp., insbesondere des Stammes Acetobacter sp. mit der Bezeichnung 
DSM 12417. Bevorzugte fur das Verfahren eingesetzte Mikroorganismen der Gattung 
Gluconobacter sind solche der Spezies Gluconobacter oxydans/suboxydans. insbesondere des 
Stammes Gluconobacter oxydans/suboxydans mit der Bezeichnung DSM 12416. Der Stamm 
Acetobacter pasteurianus DSM 8937 wurde bereits in der CH-A-686 003 beschrieben. 
Acetobacter sp. DSM 12417 und Gluconobacter oxydans/suboxydans DSM 12416 wurden als 
Acetobacter spp. CA bzw. Gluconobacter oxydans NCIMB 621 ebenfaUs bereits in der 
Literatur beschrieben (Molinari et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 43:989-994). Besonders 
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bevorzugt wird das Verfahren mit Mikroorganismen der Acetobacter- Stamme DSM 12417 und 
DSM 8937 durchgefiihrt. Ebenfalls geeignet sind die funktionell aquivalenten Varianten und 
Mutanten der genannten Mikroorganismen. 

5 Die Mikroorganismen mit der Bezeichnung DSM 12417undDSM 12416 wurden am 
1 1.09.98, die Mikroorganismen mit der Bezeichnung DSM 8937 am 31.01.1994 bei der 
Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Mascherodeweg 
lb, D-38124 Braunschweig, gemass Budapester Vertrag hinterlegt. 

10 Unter "funktionell aquivalente Varianten und Mutanten" werden Mikroorganismen verstanden, 
die im wesentlichen dieselben Eigenschaften und Funktionen wie die Ursprungsmikro- 
organismen besitzen. Derartige Varianten und Mutanten konnen zufallig z. B. durch UV- 
Bestrahlung gebildet werden. 

15 Die Enzyme fiir das zellfreie System konnen durch fachmannisch ubliches Aufschliessen der 
Mikroorganismen gewonnen werden. Hierzu kann beispielsweise die Ultraschall-, French- 
Press- oder Lysozym-Methode verwendet werden. Diese zellfreien Enzyme konnen auch auf 
einem geeigneten Tragermaterial immobilisiert werden. Vorzugsweise werden zellfreie Enzyme 
der obengenannten Mikroorganismen der Gattung Acetobacter, insbesondere der Spezies 

20 Acetobacter mit der Bezeichnung DSM 12417 und mit der Bezeichnung DSM 8937, 
eingesetzt. 

Als geeignete Kohlenstoffquelle konnen die Mikroorganismen beispielsweise Zucker, 
Carbonsauren oder Zuckeralkohole verwenden. Als Zucker konnen Hexosen wie bei- 

25 spielsweise Glucose oder Fructose oder Pentosen, wie beispielsweise Ribose oder Xylose, 
angewendet werden. Bevorzugt wird Glucose eingesetzt. Als Carbonsauren konnen Mono-, 
Di- oder Tricarbonsauren bzw. deren Salze verwendet werden wie beispielsweise DL-Lactat, 
Acetat, Succinat oder Citronensaure. Bevorzugt wird Citrat eingesetzt. 
Als Zuckeralkohole konnen dreiwertige oder sechswertige Alkohole Verwendung finden, wie 

30 beispielsweise Glycerin oder D-Mannitol. Bevorzugt wird Glycerin eingesetzt. 
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Als Anzuchtmedium konnen die fachmannisch ublichen dienen, wie beispielsweise das 
Vollmedium gemass Handbook of Microbiological Media, 1993, CRC Press, R. M. Atlas and 
L. C. Parks, S. 48 und 541 oder die in Tabelle 1 beschriebenen Medien. Vorzugsweise werden 
die Medien gemass Tabelle 1 angewendet. 

5 

Wahrend der Anzucht werden zweckmasssig die wirksamen Enzyme der Mikroorganismen 
induziert. Als Enzym-Induktor konnen Di- oder Triole wie beispielsweise Glycerin, Mannitol 
oder 2-MethyM,3-propandiol eingesetzt werden. Vorzugsweise wird Glycerin eingesetzt. 

10 Zweckmassig erfolgt die Anzucht bei einer Temperatur von 1 5 bis 50 °C, vorzugsweise von 25 
bis 40 °C, besonders bevorzugt von 27 bis 30°C, und bei einem pH-Wert von pH 4 und 10, 
vorzugsweise zwischen 4,5 und 7. 

Die Umsetzung kann nach ublicher Anzucht mit ruhenden Zellen (nicht wachsenden Zellen, die 
15 keine Kohlenstoff- und Energiequelle mehr benotigen) oder mit wachsenden Zelien von 

Acetobacter und Gluconobacter durchgefuhrt werden. Alternativ kann die Umsetzung ohne 
ubliche Anzucht direkt durch Zugabe der Mikroorganismen zu 2-Methyl-l,3-propandiol der 
Formel VII durchgefuhrt werden. Bevorzugt wird die Umsetzung nach ublicher Anzucht und 
mit wachsenden Zellen durchgefuhrt. Zweckmassig werden die wirksamen Enzyme mit den 
20 zuvor beschriebenen Enzyminduktoren induziert. 

Zweckmassig wird die Umsetzung von Diolen der allgemeinen Formel VII unter aeroben 
Bedingungen durchgefuhrt. 

25 Als Medium fur das Verfahren konnen die fachmannisch ublichen dienen, wie beispielsweise 
das zuvor beschriebene Vollmedium oder Puffer, wie beispielsweise niedermolare 
Phosphatpuffer, HEPES-Puffer, Citratpuffer, Succinat-PufFer oder die in Tabelle 1 
beschriebenen Medien. Vorzugsweise wird das Verfahren in den Medien gemass Tabelle 1 
durchgefuhrt. 

30 

Das Verfahren kann in einem Ein- oder Zweiphasensystem durchgefuhrt werden. Bevorzugt 
wird es in einem Einphasensystem durchgefuhrt. Als Zweiphasensystem kann ein flussig / 
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flussig Phasensystem eingesetzt werden, das aus einer wassrigen Phase und einer mit der 
wassrigen Phase nicht oder nur wenig mischbaren organischen Phase besteht. Das flussig / 
flussig Phasensystem sollte hierbei so gewahlt werden, dass 3-Hydroxycarbonsauren der 
allgemeinen Formel VI maximal und die Diole der allgemeinen Formel VII minimal id der 
organischen Phase akkumulieren. Maximale Akkumulation der 3-Hydroxycarbonsauren der 
allgemeinen Formel VI und minimale Akkumulation der Diole der allgemeinen Formel VII 
kann bei einem hohen Verteilungskoeffizienten (K„) der 3-Hydroxycarbonsauren der 
allgemeinen Formel VI und einem niedrigen Verteilungskoeffizienten (K„) der Diole der 
allgemeinen Formel VII zwischen der organischen und der wassrigen Phase erreicht werden. 

Als wassrige Phase wird zweckmassig das obengenannte Medium eingesetzt. Als organische 
Phase wird zweckmassig ein organisches Losungsmittel insbesondere ein organisches 
Losungsmittel zusammen mit einem extraktiven Agens eingesetzt. Als organische 
Losungsmittel konnen beispielsweise C fi - I2 -Alkane, gesattigte oder ungesattigte C^-Alkanole, 
gesattigte oder ungesattigte C 2 ., 2 -Alkanone oder C 2 . 12 -Alkansaureester eingesetzt werden. Als 
Cs-n-Alkane konnen beispielsweise Isooctan, Dodecan oder Hexan eingesetzt werden. 
Bevorzugt wird Isooctan oder Dodecan eingesetzt. Als gesattigte oder ungesattigte C 22 - 
Alkanole kdnnen beispielsweise Octanol oder Oleylalkohol eingesetzt werden. Bevorzugt wird 
Oleylalkohol eingesetzt. Als gesattigte oder ungesattigte C 2 . 12 -Alkanone konnen beispielsweise 
2-Pentanon oder Methylisobutylketon eingesetzt werden. Bevorzugt wird 2-Pentanon 
eingesetzt. Als C 2 . 12 -Alkansaureester konnen beispielsweise Ethylacetat oder Butylacetat 
eingesetzt werden. 

Als extraktives Agens konnen beispielsweise Alkylphosphinoxide, Alkylphosphate, aiiphatische 
Amine oder quarternare Ammoniumsalze eingesetzt werden. Als Alkylphosphinoxid kann 
beispielsweise Trioctylphosphinoxid (TOPO) eingesetzt werden. Als aliphatisches Amin kann 
beispielsweise Trioctylamin (TOA) eingesetzt werden. Als quarternares Ammoniumsalz kann 
beispielsweise Aliquat 336 (Hersteller: Henkel AG) eingesetzt werden. Bevorzugt werden als 
extraktives Agens Alkylphosphinoxide oder quarternare Ammoniumsalze eingesetzt . 
Besonders bevorzugt sind Trioctylphosphinoxid oder Aliquat 336. 
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Die Umsetzung kann unter einmaliger, mehnnaiiger oder kontinuierlicher Zugabe von Diolen 
der allgemeinen Formel VII durchgefuhrt werden. Die Zugabe von Diolen der allgemeinen 
Formel VII wird solchermassen durchgefuhrt, dass die Konzentration 20 Gew.%, bevorzugt 5 
Gew.%, besonders bevorzugt 1 Gew.%, nicht iibersteigt. 

Der pH Wert des Mediums liegt zweckmassig in einem Bereich von 4 bis 10, vorzugsweise von 
4,5 bis 7. 

Zweckmassig wird die Umsetzung bei einer Temperatur von 1 5 bis 50 °C, vorzugsweise von 
25 bis 40 °C, besonders bevorzugt von 27 bis 30°C, durchgefuhrt. 

Nach einer ublichen Umsetzungszeit von 20 bis 70 Stunden konnen 3-Hydroxycarbonsauren 
der allgemeinen Formel VI in sehr hoher bis quantitativer Ausbeute erhalten werden. Hierbei 
werden Umsetzungsraten von 0,1 - 1 g/i ODh bevorzugt von 0,1 - 0,5 g/1 Odh erreicht. 

Wird das Verfahren in einem Einphasensystem im oben genannten Medium durchgefuhrt, 
konnen die 3-Hydroxycarbonsauren der allgemeinen Formel VI durch ubliche Aufarbeitungs- 
methoden wie z. B. durch Abtrennung der Biomasse, Ansauern, Destination, Chromatographic, 
Elektrodialyse oder Extraktion, insbesondere durch kontinuieriiche Extraktion isoliert werden. 

Wird das Verfahren in einem Zweiphasensystem durchgefuhrt, konnen die 3-Hydroxy- 
carbonsauren der allgemeinen Formel VI direkt aus der organischen Phase isoliert werden. 
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Beispiele 



Tabelle 1 

Medium 1 

Mannitol 

Hefeextrakt 

Pepton 



25 g r ! 



Medium 2 

Glycerin 
Hefeextrakt 
Sqjapepton 
SL4 

Vitaminldsung 

Medium 3 

Glycerin 

Sqjapepton 

Hefeextrakt 

KH 2 P0 4 

NH4CI 



10 gl"' 
2gf' 

Igl"' 
1 ml 
1 ml 



10 gl" 1 

6 g r' 

12 gl"' 
0.2 gf* 
0.1 gf 



FeS0 4 x7H 2 0 0 0004 ST 

MgS0 4 002 6>- , ) 

D-Panthotensaure 0 01 8 1 ' 

Mkotinsaure 0 002 S 1 "' 

Biotin 0.002 gl" 1 
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Medium 4 

Mannitoi 25 gl"' 

Hefeextrakt lOgF 1 



Medium 5 

Mannitoi 20 g 1 "' 

Sojapepton 6 gl 1 

Hefeextrakt 12 8 1 " 1 

KH 2 P0 4 02 g 1 ' 1 

NH4CI 0.1 gl 1 

FeS0 4 x7H 2 0 0.0004 gr' 

MgS0 4 0.02 gl" 1 

D-Panthotensaure 0.01 gl' 1 

Nikotinsaure 0.002 gl* 1 

Biotin 0.002 gl" 1 



Medium 6 

Mannitoi lOgi' 1 

Hefeextrakt 2 gl' 1 

Sojapepton 1 gl" 1 

SL4 1 ml 

Vitaminlosung 1 m l 
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Spureneiementlosung (SL4) 

ZnS0 4 x7H 2 0 100 mgl" 1 

MnCI 2 x4H 2 0 90mgl"' 

H3BO3 300 mgf 1 

CoCI 2 x6H 2 0 200 mgl 1 

CuCl 2 x2H 2 0 10 mgl' 1 

NiCI 2 x6H 2 0 20mgT' 

Na 2 Mo0 4 x2H 2 0 30 mgl' 1 

EDTANa 2 x 2 H 2 0 5 8 1 " 1 

FeS0 4 x7H 2 0 2 S 1 " 1 



Vitaminlosung 

Pyridoxalhydrochlorid 1 0 mgl" 1 

Riboflavin 5 

Nicotinamid 5 m 8 1 " 1 

Thiaminhydrochlorid 5 mgl" 1 

Biotin 2 m S rl 

Panthotensaure 5 

p-Aminobenzoesaure 5 mgl 1 

Fols&ure 2 m ^ 

Cyanocobalamin 5 mgl 1 



5 Beispiel 1 

Herstellung von (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure im Schiittelkolben 

Der Stamm Acetobacter.sp. (DSM 12417) wurde in 500 ml Erienmeyerkolben mit Schikane in 
100 ml Medium 2 bei 30 °C und 140 Umdrehungen / min angezogen. Der pH-Wert sank 
10 wahrend der Wachstumsphase auf pH 5,0 bis 4,5. Innerhalb von ca. 50 Stunden werden 5 g 2- 
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Methyl- 1,3-propandiol im Schutteikolben vollstandig zur (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure 
mit einem ee-Wert von 95 % umgesetzt. Es konnte keine weitere Oxidation zur Di-Saure 
nachgewiesen werden. 

5 

Beispiel 2 

Herstellung von (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure im Fcrmcnter 

In einem 2!-Fermenter wurde der Stamm Acetobacter sp. (DSM 12417) in Medium 3 
10 angezogen. 

Der Ferment er wurde bei 121 °C 20 min lang sterilisiert. Das Fermentationsmedium 
(Medium 3) wurde mit 100 ml Acetobacter sp. (DSM 12417) aus einer Schuttelkultur 
beimpft. 

Bei 28 °C wurde der Stamm bis zu einer OD 6 50nm von ca. 8 angezogen. Die Zugabe von 
15 2-Methyl-l,3-propandiol (sterilfiltriert) erfolgte bei einer OD 65 onm von 2. Der pH-Wert 
wurde mit 10 %iger NaOH/KOH (4:1) auf pH-Wert 5,0 eingestellt und geregelt. 
70 Stunden nach Zugabe des 2-Methyl- 1,3-propandiol und Verbrauch des gesamten 
Glycerins wurde die gesamte Kultur durch Zentrifiigation geerntet. 2-Methyl- 1,3- 
propandiol war vollstandig zur (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure umgesetzt worden. 
20 Der die (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure enthaltende Kulturuberstand wurde mit 
Essigsaureethylester extrahiert. Nach Trocknung mit NaS0 4 wurde bei 30-40°C und 20 
mbar am Rotationsverdampfer aufkonzentriert. Die aufkonzentrierte Essigesterethylphase 
wurde bei 120 °C im Olbad bei 0,3 mm Hg abdestilliert. Das so gewonnene Produkt 
(Destillat) wies folgende Daten auf: ee-Wert 93,6 %, 99 % Gehalt. 
25 l H-NMR (DMSO-D6, 400 MHz): 5 = 3,70 (dd,lH); 

3,53(dd,lH); 
2,49 (m,lH); 
1.07 (d,3H). 
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BeLspiel 3 

Herstellung von (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure 

Acetobacter sp. (DSM 12417) wurde in Medium 2 angezogen. Eine gut gewachsene Kultur in 
5 der exponentiellen Phase wurde bei 4 °C durch 20 miniitige Zentrifugation geerntet, in Citrat- 
PufFer (200 mM, pH=5,0) einmal gewaschen und zu einer Konzentration von lOOgi" 1 
Feuchtgewicht in Puffer aufgenommen. Innerhalb von 22 Stunden wurden 10 gl* 1 2-Methyl- 
1,3-propandiol volistandig umgesetzt. Der ee-Wert der (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure 
war 93,5 %. 

10 

BeispieK 4 

Herstellung von (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure im Fermenter 

15 In einem 15 L-Fermenter wurde der Stamm Acetobacter sp. (DSM 12417) in Medium 2 
angezogen. 

Der Fermenter wurde bei 121 °C 20 min lang sterilisiert. Das Fermentationsmedium (Me-dium 
3) wurde mit 100 mi Acetobacter sp. (DSM 12417) aus einer Schuttelkultur beimpft. Bei 28 °C 
wurde der Stamm bis zu einer OD 65 onm von ca. 10 angezogen. Die Zugabe von 2-MethyI-l ,3- 
20 propandio) (sterilfiltriert) erfolgte bei einer OD 6 50nm von 2. Der pH-Wert wurde mit 8M 
NaOH/KOH (4:1) auf pH-Wert 5,0 eingestellt und geregelt. 

Ca. 100 Stunden nach Zugabe des 2-Methyl-l,3-propandiol und Verbrauch des gesamten 
Glycerins wurde die gesamte Kultur durch Zentrifugation geerntet. 2-MethyI-l,3-propandiol 
war volistandig zur (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure umgesetzt worden. Die analytische 

25 Ausbeute an (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure hat 75 g/l betragen. Die Umsetzungsrate 
betrug 0. 1-0.3 g/l OD h. Der die (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure enthaltende 
Kulturuberstand wurde mit Aktivkohle behandelt und anschliessend mit Essigsaureethylester 
extrahiert. Nach Trocknung mit NaSOi wurde bei 30-40°C und 20 mbar am 
Rotationsverdampfer aufkonzentriert. Die aufkonzentrierte Essigesterethylphase wurde bei 120 

30 °C im Olbad bei 0,3 mm Hg abdestilliert. Das so gewonnene Produkt (Destillat) wies folgende 
Daten auf: ee-Wert 94.0%, 99 % Gehalt. 
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Beispiel 5 

Isolierung der (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure mittels kontinuierlicher Extraktion 

212.6 g aufkonzentrierte Losung (mit 48.3 g (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure wird mit 
5 Essigsaureethylester 16 Stunden lang bei 50 °C kontinuierlich in einem 0.5L Normag Extraktor 
fur leichte Losungsmittel extrahiert. Die organische Phase wird abgetrennt und am 
Rotationsverdampfer eingeengt. Man erhait das Rohol: Nach GC Fiachenprozente: 94.5 % ee , 
NMR (400MHz, DSMO) rein. 



10 Beispiel 6 

Herstellung von (R)-3-Hydroxy-2-methy]propionsaure 

Acetobacter sp. (DSM 8937) wurde in Medium 2 angezogen bei 28 °C, 140 rpm. 
Eine gut gewachsene Kultur in der exponentielien Phase wurde bei 4 °C durch 20 miniitige 
15 Zentrifugation geerntet, in Citrat-Puffer (200 mM, pH-5.5) einmal gewaschen und zu einer 
Konzentration von OD 6 5«nm 5 in Puffer aufgenommen. Innerhalb von 10 Stunden wurden 10 gl" 
1 2-Methyl-l,3-propandiol vollstandig umgesetzt. Der ee-Wert der (R)-3-Hydroxy-2- 
methylpropionsaure war 96.7 %. 

20 Beispiel 7 

Herstellung von (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure 

In einem 15 L-Fermenter wurde der Stamm Gluconobacter suboxydans (DSM 12416) in 
Medium 5 angezogen. 

25 Der Fermenter wurde bei 121 °C 20 min lang sterilisiert. Das Fermentationsmedium 
(Medium 5) wurde mit 200 ml Gluconobacter suboxydans. (DSM 12416) aus einer 
Schuttelkultur beimpft. Bei 28 °C wurde der Stamm bis zu einer OD 05 o n m von ca. 10 
angezogen. Die Zugabe von 2-Methy!-l,3-propandiol (sterilfiltriert) erfolgte bei einer 
OD 65 onmVon 2. Der pH-Wert wurde mit 8M NaOH/KOH (4:1) auf pH-Wert 5,0 

30 eingestellt und geregelt. 

Ca. 70 Stunden nach Zugabe des 2-Methyl-l,3-propandiol und Verbrauch des gesamten 
Glycerins wurde die gesamte Kultur durch Zentrifugation geerntet. 2-Methyl-l,3- 
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propandiol war zur R-(2-Hydroxy-3-methyl)-propionsaure mil ee-Wert von 95 % 
umgesetzt worden. Die analytische Ausbeute an /?-(2-Hydroxy-3-methyl)-propionsaure 
hat 17 g/1 betragen. Die Produktionsrate betrug somit 0.1-0.3 g/I OD h. 

5 Beispiel 8 

Herstellung von (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure 

Der Stamm Gluconobacter suboxydans (DSM 12416 ) wurde im 500 ml Erlenmeyerkolben mit 
Schikane in 100 ml Medium 6 bei 30 °C und 140 Umdrehungen / min angezogen. Der pH-Wert 
10 sank wahrend der Wachstumsphase auf pH 5,0 bis 4,5. Innerhalb von ca. 50 Stunden werden 5 
g 2-Methyl-l ,3-propandiol im Schuttelkolben zu 4.6 g R-(2-Hydroxy-3-methyl)propionsaure 
mit einem ee-Wert von 95 % umgesetzt. 

Beispiel 9 

15 Herstellung von (R)-3-Hydroxy-2~methylpropionsaure im Zweiphasensystem 

Der Stamm Acetobacter sp. (DSM 12417) wurde von der Festplatte in einen Schuttelkolben 
mit Medium 4 uberimpft und bei 28 °C und 200 rpm inkubiert Nach 48 Stunden wurden 25 ml 
dieser Vorkultur uberimpft in 200 ml des gleichen Mediums. Nach 24 Stunden wurden die 
20 Zellen durch Zentrifugation geerntet, mit Puffer (Citrat-Puffer, lOOmM, pH « 5.0) gewaschen 
und flir die Biotransformation eingesetzt. 

Die Biotransformation wurde in 100 ml Erlenmeyerkolben durchgefuhrt mit 10 ml ruhenden 
Zellen in Citrat-Puffer (100 mM, pH = 5.0), bei 28 °C und 200 rpm. Die organische Phase 
(Isooctan) wurde bis zur Bildung zweier Phasen zugegeben. Zusatzlich wurden 20 % 
25 Trioctylphospinoxid zugegeben. Innerhalb von 6 Stunden wurden 5 g/L 2-Methyl-l ,3- 
propandiol vollstandig zur (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure umgesetzt (ee 94 %). 

Beispiel 10 

Herstellung von (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure im Zweiphasensystem 

30 

Acetobacter sp. (DSM 12417) wurde von der Festplatte in einen Schuttelkolben mit Medium 4 
uberimpft und bei 28 °C und 200 rpm inkubiert. Nach 48 Stunden wurden 25 ml dieser 
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Vorkultur uberimpft in 200 ml des gleichen Mediums. Nach 24 Stunden wurden die Zellen 
durch Zentrifugation geerntet, mit Puffer (Citrat-Puffer, lOOmM, pH - 5.0) gewaschen und fur 
die Biotransformation eingesetzt. 

Die Biotransformation wurde in 100 ml Erlenmeyerkolben durchgefiihrt mit 20 ml ruhenden 
5 Zellen in Citrat-Puffer (100 mM, pH = 5.0), bei 28 °C und 200 rpm. Die organische Phase 
(Isooctan) wurde bis zur Bildung zweier Phasen zugegeben [~5mL]. Zusatzlich wurden 20 % 
Trioctylphospinoxid zugegeben. Innerhalb von 5 Stunden wurden 9 g/L 2-Methyl-l,3- 
propandiol zur (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure umgesetzt (ee 94 %). 

10 

Beispiel 11 

Herstellung von (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure im Zweiphasensystem 

Acetobacter sp. (DSM 12417) wurde von der Festplatte in einen Schiittelkolben mit Medium 4 
15 uberimpft und bei 28 °C und 200 rpm inkubiert. Nach 48 Stunden wurden 25 ml dieser 
Vorkultur uberimpft in 200 ml des gleichen Mediums. Nach 24 Stunden wurden die Zellen 
durch Zentrifugation geerntet, mit Puffer (Citrat-Puffer, lOOmM, pH = 5.0) gewaschen und fur 
die Biotransformation eingesetzt. 

Die Biotransformation wurde in 100 ml Erlenmeyerkolben durchgefiihrt mit 20 ml ruhenden 
20 Zellen in Citrat-Puffer (100 mM, pH = 5.0), bei 28 °C und 200 rpm. Die organische Phase 
(Oleylalkohol) wurde bis zur Bildung zweier Phasen zugegeben [~5mL]. Zusatzlich wurden 
40% Trioctylphospinoxid zugegeben. Innerhalb von 5 Stunden wurden 10 g/L 2-Methyt-1,3- 
propandiol zur (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure umgesetzt (ee 94 %). 

25 

Beispiel 12 

Herstellung von (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure im Zweiphasensystem 

Acetobacter sp. (DSM 12417) wurde von der Festplatte in einen Schiittelkolben mit Medium 4 
30 uberimpft und bei 28 °C und 200 rpm inkubiert. Nach 48 Stunden wurden 25 ml dieser 
Vorkultur uberimpft in 200 ml des gleichen Mediums. Nach 24 Stunden wurden die Zellen 
durch Zentrifugation geerntet, mit Puffer (Citrat-Puffer, lOOmM, pH = 5.0) gewaschen und fur 
die Biotransformation eingesetzt. 
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Die Biotransformation wurde in 100 mi Erlenmeyerkolben durchgefiihrt mit 20 ml ruhenden 
ZeUen in Citrat-Puffer (100 mM, pH = 5.0), bei 28 °C und 200 rpm. Die organische Phase 
(Oleylalkohol) wurde bis zur Bildung zweier Phasen zugegeben [~5mL]. Zusatzlich wurden 
10% Aliquat 336 zugegeben. Innerhaib von 4 Stunden wurden 8 g/L 2-Methyl-l,3-propandiol 
5 vollstandig zur (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure umgesetzt (ee 94 %). 

Beispiel 13 

Herstellung von (R)-3-Chlor-2-methylpropionylchlorid 

10 

20 ml Thionylchlorid und 0.1 ml Dimethylformamid wurden in einem 3-Hals Kolben unter N 2 
vorgelegt. 10 g (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsaure aus Beispiel 4 (ee-Wert 94%) wurden 
zudosiert bei 0°C. Als die Gasentwicklung beendet war, wurde das Gemisch vorsichtig auf 60 
°C geheizt (ab 40 °C wieder Gasentwicklung). Wenn keine Gasentwicklung mehr sichtbar war, 
15 wurde das uberschussige Thionylchlorid i.V. abdestilliert (200 mbar), anschliessend wurde der 
olige Ruckstand bei 16 mbar destilliert (Siedepunkt 38 °C). 

Es wurden 10.17 g (R)-3-Chlor-2-methylpropionylchlorid als farblose Flussigkeit (75 % 
Ausbeute) erhalten 

20 J H-NMR (CDC1 3 ) : 1 .42 (d, 3H); 

3.27 (m,lH); 
3.73 (m, 2H). 

25 

Beispiel 14 

Herstellung von N-3-Chlor-2-methylpropionyl-L-Pro!in 

4.1 g L-Prolin wurden in 30 ml Wasser bei 5 °C vorgelegt. Zu dieser Losung wurden parallel 
30 wahrend VS h 19.2 g 15 % NaOH und 5 g (R)-3-Chlor-2-methylpropionylchlorid zugetropft, 
wobei die Temperatur < 10 °C blieb. Das Gemisch wurde noch 1 h bei 20 °C geruhrt, dann mit 
8 ml 6 N HCI auf pH 1 gestellt (Produkt fallt zum Teil aus). Die weisse Suspension wurde 
extrahiert mit 2 x 35 ml Essigester, die vereinigten Extrake mit Na 2 S0 4 getrocknet und 
eingeengt. Der feste Ruckstand wurde kristallisiert aus 30 ml Hexan / Essigester (1 : 1). Es 
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wurden 5.34 g N-3-Chlor-2-methylpropionyI-L-Prolin als weisser Feststoff erhalten (68 % 
Ausbeute, Gehalt 99.9 %, ee 97 %). 



l H-NMR (CDCi 3 ) 



10 



1.24 (d, 3H); 
2.09 (m, 3H); 

I. 33 (m, 1H): 
3.00 (m, 1H); 
3.48 (m, 1H); 
3 .64 (m, 2H); 
3.81 (t, 1H); 
4.65 (m, 1H); 

II. 30(bs, 1H) 



15 Beispiel 15 

Herstellung von Captopril 

Eine Losung von N-3-Chlor-2-methylpropanoyl-L-Prolin (0,5 g) und Natriumhydrogensulfid 
(0,84 g) in Wasser (12 ml) wurde for 4 h unter N 2 bei 80 °C geruhrt. Die Reaktionslosung 

20 wurde anschliessend mit 10 ml kaltem Wasser verdiinnt, mit Schwefelsaure auf pH 1 gestellt 
und es wurde 0,5 g Zinkpulver zugegeben. Das Ganze wurde 4 h unter N 2 geruhrt. Unlosliche 
Bestandteile wurden von der Reaktionslosung abfiltriert und mit Wasser gewaschen. Das 
kombinierte Filtrat und Waschwasser wurden mit Essigester (3 x 50 ml) extrahiert. Die 
vereingten Extrakte wurden mit einer gesattigten wassrigen NaCl-Losung gewaschen und uber 

25 wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet, was etn farbloses Syrup ergab. Die Ausbeute lag bei 
80 %. 
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Patentanspruche 

1 . Verfahren zur Herstellung von Captopril der Formel 



10 



15 



N 'COOH 




sh 



dadurch gekennzeichnet, dass in einer ersten Stufe 2-Methyl-l,3-propandiol der Formel 



HO" N< "OH 11 




mit Mikroorganismen der Gattungen Acetobacter oder Gluconobacter oder mittels 
zellfreien Enzymen aus diesen Mikroorganismen zu (R)-3-Hydroxy-2-methyIpropionsaure 
der Formel 



XOOH 

HO^ >^ In 



oxidiert wird, welche in einer zweiten Stufe mit einem Chlorierungsmittel zu dem 
entsprechenden Saurechlorid der Formel 




umgesetzt wird, welches in einer dritten Stufe mit L-Prolin zur Verbindung der Formel 
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V 



umgesetzt wird, welches weiter in einer vierten Stufe mit einem Sulfid zu Captopril der 
5 Formel I uberfuhrt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Umsetzung in der ersten 
Stufe mit Mikroorganismen der Spezies Acetobacter pasteurianus oder Acetobacter sp., 
insbesondere den Stammen mit der Bezeichnung DSM 12417 und mit der Bezeichnung 

10 DSM 8937, oder mit Mikroorganismen der Spezies Gluconobacter oxydans/suboxydans, 
insbesondere dem Stamm mit der Bezeichnung DSM 12416, oder deren funktionell 
aquivalenten Varianten und Mutanten durchgefuhrt wird. 

3. Verfahren nach einem der Anspniche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die 

15 Umsetzung mit wachsenden oder ruhenden Mikroorganismen der Gattung Acetobacter 
oder mit wachsenden Mikroorganismen der Gattung Gluconobacter durchgefuhrt wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspniche 1 bis 3 , dadurch gekennzeichnet, dass die 
Umsetzung in der ersten Stufe mit wachsenden Zellen durchgefuhrt wird. 

20 

5. Verfahren nach einem der Anspniche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass bei der 
Umsetzung in der ersten Stufe die wirksamen Enzyme induziert werden. 

6. Verfahren nach einem der Anspniche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass das in der 
25 zweiten Stufe eingesetzte Chlorierungsmittel Thionylchlorid ist. 
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7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Umsetzung 
in der dritten Stufe in Gegenwart einer organischen Base als Katalysator durchgefuhrt 
wird. 

5 8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet dass das in der 
vierten Stufe eingesetzte Sulfid Natriumhydrogensulfid ist. 

9. Verfahren zur Herstellung von 3-Hydroxycarbonsauren der allgemeinen Formel 

COOH VI 



R 2 



HO' 



10 



15 




worin R 1 und R 2 unabhangig voneinander WasserstofF, Amino, Ci , 6 -Alkyl, Aryl, Arylalkyl 
oder Cycloalkyl bedeuten, dadurch gekennzeichnet, dass man Diole der allgemeinen 
Formel 

R 2 

VII 

worin R 1 und R 2 die oben genannte Bedeutung haben, mit Mikroorganismen der Gattung 
Acetobacter oder Mikroorganismen der Gattung Gluconobacter oder mittels zellfreien 
Enzymen aus diesen Mikroorganismen umsetzt. 



20 10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass optisch aktive 3-Hydroxy- 
carbonsauren der allgemeinen Formel VI hergestellt werden, worin R 1 * R 2 ist. 

11. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, dass das optisch aktive (R)- 
Enantiomer der 3-Hydroxycarbonsauren der allgemeinen Formel VI hergestellt wird. 

25 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 1 1, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Umsetzung mit wachsenden oder ruhenden Mikroorganismen der Gattung Acetobacter 
oder mit wachsenden Mikroorganismen der Gattung Gluconobacter durchgefuhrt wird. 
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13. Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Umsetzung mit Mikroorganismen der Spezies Acetobacter pasteurianus oder Acetobacter 
sp., insbesondere den Stammen mit der Bezeichnung DSM 12417 und DSM 8937 oder 
deren funktionell aquivalenten Varianten und Mutanten durchgefuhrt wird. 

5 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass die 
wirksamen Enzyme induziert werden. 



15. 

10 



Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Umsetzung bei einem pH von 4 bis 10 und einer Temperatur von 15 bis 50 °C 
durchgefuhrt wird. 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



PCT/EP 99/07852 



A. Ct-ASSnCAHON OF SUBJECT HA' 

IPC 7 C12P7/42 


rren 


Aooordlno to tntemeflonal Patent CtsaaMc 


adon (IPC) or to both naflonal otaasfflcadon and IPC 


BL RELDS SEARCHED 


Mnanum documentation eearohed (ofacf 

IPC 7 C12P 


Boaflon ayatam foflowed by daaaMoaflon symbols) 


Documented .©arched other than mlr*Tium docurwitaflon to the extent thai auoh documents an> Incfcxted In the searched 



Baotrorto data beaa oomited dutng lha Mamaleraa watch (nam <rf data baae and, whore pracdoat aaeroh tema used) 



a DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Categay' 



CflaBm I ot dootmart, a^hhdte rt fa n , whare appft^<1t>fa, c4 lha rtievart paaaaoaa 



ReiawrttodaanNa 



OHTA ET AL. : "Enant1otop1cally Selective 
Oxidation of Alpha, Omega-Olols with the 
Enzyme Systems of Microorganisms." 
0. ORG. CHEN. , 

vol. 47, 1982, pages 2400-2404, 
XP002129875 

cited In the application 
page 2400 

SHINAZAKI, H ET AL. : "Synthesis of 

captoprll starting from an optically 

active beta-hydroxy acid." 

CHEN. PHARN. BULL., 

vol. 30, no. 9, 1982, pages 3139-3146, 

XP000876504 

abstract 

~~~ -/- 



9-15 



1-8 
1-8 



m 



Further documents are lated In the oonftnuaflon of box C 



10 



Patent family membere are lated h annex. 



"A* document dedrang the QeneraJ atate of the art sMch to not 

considered to be of perdcufaf reiovanoe 
"E" eaiUer document but putasahed on or after the htematlonal 

fllngdate 

T_" document wMoh may throw doubts on priority ctakn(e)or 
ttMoh la ctted to eetabtleh the pubttoaaon date ol another 
citation or other spe cia l reason (as spooified) 

"O" document ref entng to an oral d is closure, use. exhfcWon or 
other means 

"P" document pubish«d prior to th© Hcmaflonol fling date but 
later than the priority date ctatmod 



T later document pubOahed after Ihe Memaflond [flaw date 
or priority date and riot h contact with the a^ptoadonbut 
ctted to umte«tandtf»prtrotoie or theory underlying the 



"X* document of partkxlarrelsvane* to fcTventkm 
canriotbeccnaklerednoveioroBmotbeconri to 
riwdvo an tovenflve stop when the doaMTttrt b taken alone 

"Y" ckxxtncftt ot penVxiar relevance; the ofadmod twendon 
cannotbeoonaha^telrwolveaniwandw step when the 
document la combated wtthone or more other auchdpcu- 
rr*^*vho<xTttotobdrQobvi<AMto* person skOed 
tithe ait 

V document member of the same patontfamly 



Date of the actual completion of Vtetttaourilonal seareh 



8 February 2000 



Date of mallng of the Werredlonal eeoroh report 

23/02/2000 



Name and mallng addisss of the ISA 

Europesn Patent Offloe, P.B. 661 8 Pmtendaan 2 
NL-2280HVRI)»vri* 
Tat (431-70)340-2040, Tx, 31 «61 eport, 
Fsx (+31-70) 340-3018 

Forni PCTftSABIO (*«ond steep (Aiy 1902) 



Authorized officer 



Nata Vicente, T. 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



PCT/EP 99/07852 



C^OonttaMtion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* Cttatton of doornail, wfth IrKJotriion, whore appropriate, cf tht retovtrt pnaangaa 



RaJ 0vsnt to otabn No, 



PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 
vol. 004, no. 178 (C-034), 

10 December 1980 (1980-12-10) 

& JP 55 118438 A (SAGANI CHEN RES CENTER), 

11 September 1980 (1980-09-11) 
abstract 

US 4 618 583 A (R0BIS0N ROBERT S ET AL) 
21 October 1986 (1986-10-21) 
abstract 

US 4 981 794 A (R0BIS0N ROBERT S ET AL) 
1 January 1991 (1991-01-01) 
abstract 



9-15 



9-15 



9-15 



Fare PCTOSAOIO (oontuflan ot meant tfM) (July t MB) 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

toJonmtlPH on prtwit fwnBy nwmfcws 


Infc JqmI Appfio^Son Ito 

PCT/EP 99/07852 


Patont boomnvnt 
cfied In search report 


PvtoteaSkm 
date 


Patent fantfy 
members) 


date 



JP 55118438 A 11-09-1980 NONE 



US 4618583 A 21-10-1986 NONE 



US 4981794 A 01-01-1991 CA 1239361 A 19-07-1988 

EP 0151419 A 14-08-1985 
JP 60180595 A 14-09-1985 



Form PCT48A/21 0 (p*fcrt tmviy armx) {Jiiy 1 992) 



1NTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



PCT/EP 99/07852 



Nachdsrjjrttjna^^ 



& RECHERCfflEKTE OEOETE 



IPK 7 C12P 



vystem und Ka 



fenaaymbde) 



RaohtwHaita abar niott nsn Mndeelpruf ahrf l yhoran d o VertWwBchmgwx *o»* racheicHertsn Qebto* telan 



?e*<*trontecb* Dstenbenk (Name der Datenbortk und evtL vetwendeta SuoNbegrilto) 



a ALS WEflBfTUCH ANQESgHEWE UMTER1AOEN 



Kategorie* BoitJerwmQderVaitfler^^ 



Betr. Aneptuch Ht. 



OHTA ET AL.: "Enantlotoplcally Selective 
Oxidation of Alpha, 0mega-D1o1s with the 
Enzyme Systems of Microorganisms. " 
J. ORG. CHEM . , 

Bd. 47, 1982, Selten 2400-2404, 
XP002129875 

In der Anmeldung erwahnt 
Selte 2400 

SHIMAZAKI, M ET AL.: "Synthesis of 

captoprll starting from an optically 

active beta-hydroxy acid." 

CHEM. PHARM. BULL., 

Bd. 30, Nr. 9, 1982, Selten 3139-3146, 

XP000876504 

Zusammenfassung 

-/- 



9-15 



1-8 
1-8 



rj] W«ft*» VefttTenllchunqwi rind der Fortwtong iron F>td C zu fj(~| S)eh« Anfwng Palerttaml* 



* Oeoondere Kategortcn von ongeqcbencn Voroftenttohunpen : 
"A" VetoftantOchung. da aDoomo*>en »and dec Techr* defHert, 
abwnloht ale beeondeve t "* 



"E" Wane DoJcument. das tedoch enrt am oder noon dcm Irtornaflonaion 
■ * ■ ■ - " - * * 1st 



V Votoftanfflchuno. de g eelpjw t tot efrwn Prtw!t«l8ampnjchzw«tfet»ft*r- 
oohetien w iMMn, odor duroh dto da* VefOffentfe*iun0ada&jn efw 
anderan tm Recnerehenbodcht gtnannten veroffenfl)chung beiegt wanton 
sol odar d» aw atiem anderan beaonderen Qiund angeoeben tat (wte 
aueajerOhrt) 

XT VenVTentlchLtng, dte etoh <ui etno mOndfch© Offenbanrg. 

eine Benutzung, dne AueeteUung oder andero Maflnahmen bezleht 
V" Veioganfllchuiftdovor^ 

dam bearwpnjchten Prtorttfltodfrfum verofleifloht wordenlot 



T Spfitere Vartflertfcnur^ da naohdam fcTtemationalan > Anmetdedatum 
oder dem PfoMUmkaum voroOcnttoht wonton tat und milder 
AnmaW^nkrtttoM*rtt<jndwnnurzum Vecttandhto de* der 
Eritos^zup^sideOegenden Pnratpe oder der IhrnigjiaideOegenden 
Thoono an gegeben tof 

^ VwWtatMohma von beaondew 

kannandnaufgn^ddk^Veroff^^ ntoht oia nau odar auf 
emndadaohar Tifl»rt beniwwJ belrachtet warden 

nr*Vei«len*k**iTgvonbeecf^ 

team nJcht alt auT erihdeaaoher Ta^allbefii^bafeaohfial 
wanton, www da VatMa n ttehuna mtt slner odar mehraron anderan 
VarofTarttcrniigen daaar Kateoodo In VenaeiAiM getoracnt whd und 
doao Vetbeidung; 10/ efcen Faenmann nahelegendlet 

"A" VeroflertflchLng, do MtgBod dereetoen PatantfBmDo 1st 



8. Februar 2000 



23/02/2000 



Name und Poetenechrfft der tntemsfloneJen Recheichenbehorde 
Eurofwiaonaa Petentamt, P.R 6818PatentJaan2 
NL-2280HV«tov4* 
Tat (*31-70) 340-2040, Tx. 31 661 epo rt. 
Fax (*31-70) 340-8018 



Bewftnachftgter Bodensteter 

Mat a Vicente, T. 



Ronrbtot FCT7BAttlO(B«a2) (M 1«2) 



Selte 1 von 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



PCT/EP 99/07852 



(X(FtartMttung) AL8 WE8ENTUCH ANQE8EHEME UNTERLAOEN 

KB t< jo rt >* Dggftotrmg dcr VcittfatlchunQ, cowott erfociioffcrt inter Angab* dw In Ottdwi itkomraondsn Tdto Bdr. Amfuuoh Nr. 



X PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 9-15 

vol. 004, no. 178 (C-034), 

10. Dezember 1980 (1980-12-10) 

& JP 55 118438 A (SAG AMI CHEN RES CENTER), 

11. September 1980 (1980-09-11) 
Zusasmenfassung 

A US 4 618 583 A (ROBISON ROBERT S ET AL) 9-15 

21. Oktober 1986 (1986-10-21) 
Zusanaenfassung 

A US 4 981 794 A (ROBISON ROBERT S ET AL) 9-15 

1. Januar 1991 (1991-01-01) 
Zusanaenfassung 



Selte 2 von 2 



•I 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



PCT/EP 99/07852 



i_ n»i»li | M ,J. ii.iiiix.inlia 


Datum der 


MftgUad(er)der 


Datum der 


angafOtutN Patentdofcumont 


VertCfeotflchung 


Patentfamlfle 


VariftofidchunQ 



OP 55118438 A 



11-09-1980 



KEINE 



US 4618583 A 21-10-1986 KEINE 



US 4981794 A 01-01-1991 CA 1239361 A 19-07-1988 

EP 0151419 A 14-08-1985 
JP 60180595 A 14-09-1985 



ruictua PCTASAOtO (Mftang FkMOKrlkXJtl IMS) 



